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げっ 歯類か ら霊長類 に至 るま で, 一 過性脳虚血 の3, 4日後に は 海馬C A l領域の 神経細胞 が遅発性 の 細胞死をきたす こ
と は よく知 ら れ て い る. 近年, 試験 管内の 実験系で は ア ポ ト ー シス によ る細胞死 に ミト コ ン ドリ アを介 した経路が働 い て い る
とさ れ て い る . 本研究で は, 霊長類 の 虚血性神経細胞死 の メ カ ニ ズ ム を明ら か にす るた め に , ニ ホ ンザ ル の
一 過性全脳虚血モ
デ ル を用い て , 海馬C A l領域セの カ ス バ ー ゼ ー3, カ ス バ
ー せ 9 お よ びチ トクロ ー ム C の 発現を, イ ム ノ ブ ロ ッ ト法と免疫組織
化学的手法を用い て検討 した. 同時 に, T U N E L(te r minal deo xyn u cle o也dyltransf畠rase- m ediated d U TP 叔otin nick end labe
法を用 い て アポ ト ー シス 細胞 の 局在を同定 し, カ ス バ ー ゼ ー3 につ い て は 遺伝子 の 発現変化をシ
ー ク エ ン ス デ イ テ ク タ ー を用い
て定量的に検索 した . そ の結果 , イ ム ノ ブ ロ ッ ト で は , C A l組織全体の カ ス バ ー ゼ ー9の 前 駆体 と チ トク ロ
ー ム C は虚血後72
時間後 に発現量が有意 に減少 してお り, ミ ト コ ン ドリ ア 分画でも虚 血後24時間で発現塞が減少 して い た ･ 免疫組織化学で は,
コ ン トロ ー ル で は両者 と も発現 が み られ なか っ た が , 虚血後24時間で C A l領域の 神経細胞 にの み , 核 と細胞質 に カ ス バ
ー ゼ ー
9と チ トク ロ
ー ム C の 陽性所見が認め ら れ た . 一 方 , カ ス バ
ー ゼ ー3の 前駆体 は, イ ム ノ ブ ロ ッ トで は ,LCA l組織全体でも ミ ト
コ ン ドリ ア 分画でも経時的 な変化 が み ら れ な か っ た . しか し, 免疫 組織化学 で は , カ ス バ
ー ゼ ー9 やチ トク ロ
ー ム C と同様 に,
虚血後24時間で核と細胞質 に陽性所見 が認 め ら れ た . ま た, カス バ ー ゼ ー3の mR N A は虚血後24時間で有意に発現が上昇 して
い た . さら に , イ ム ノ ブ ロ ッ ト と免疫組織化学で , カ ス バ
ー ゼ ー3も カス バ ー ゼ ー9も虚血 後24時間で活性化を示 して い た ･ 最終
的 に, 虚血後72時間後 の C A l領域 の 神経細胞の ほ と ん どは T U N E L反応陽性であ っ た ･ 以 上 の結果か ら , 脳虚血 に際 し, カ ス
バ ー ゼ _9 や チ ト クロ ー ム C が ミト コ ン ドリ ア の 膜間腔か ら放出され , カ ス バ
ー ゼ ー3を活性化 させ神経細胞死 に至 る経路が関与
して い る こ とが 示唆された .
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海馬 C A lを は じめ 虚血 に対する選択的脆弱性 を示す領域 に
お い て は,
一 過 性脳虚血後3, 4日 目 に神経細胞死 が生 じ る こ
と は よ く知 ら れ て い るl ト3). 脳虚 血 後 に 変性途上 に ある 神経細
胞を電子顕微鏡 に より観察す る と , ア ポ ト ー シ ス と い う より む
しろ ネク ロ ー シ ス に 近い 形態学的特徴 が観察さ れ て い る
4)5)
. し
か し, 近年げ っ 歯類を対象と した研究で , この 細 胞死の 発生 に
ア ポ ト ー シ ス の 機構 が働 い て い る と い う報告 が増えて い る
6卜占)
.
ア ポ ト ー シス の 実行 にあた っ て 中心的 な役割を担うの は , カ ス
バ ー ゼ と い わ れ る シス テ イ ン プロ テ ア ー ゼ で ある 9)
l(-】
. げ っ 歯
類の 仝脳虚血 モ デ ル に お い て は , 海馬 C A l領域で カ ス バ ー ゼ ー3
の 活性 が 上昇する こ と , お よび そ の 阻害剤 であ る z｣V A D. F M K
田舟e n zylo xyc arbo nyl｣ⅤalTAlaAsp-flu o r o m ethylketo n e) の 髄腔内
投与や11), カス バ ー ゼ の 内在性 の 抑制剤であ る ア ポ ト
ー シ ス 抑
制黄白質 Gnhibitor ofapopto也c pr otein , 仏P) フ ァ ミ リ ー 蛋白の
強制発現 に より 12)1 3), 神経細胞死が抑制 さ れ る こ と な ど が報告
され て い る .
最 近の 研究で は, カ ス バ ー ゼ の 活性化に は , ミ ト コ ン ドリ ア
の 膜間漉 か ら チ トク ロ ー ム C やカ ス バ ー ゼ な どが細胞質 に放出
さ れ る こ とが 重要である と報告 され て い る14). す なわち , バ ッ
ク ス
15)
, ビ ッ ド
16)
, カ ル シウ ム イ オ ン
17)
, ス
ー パ ー オ キ サ イ ド
18)
な ど の 様 々 な 刺激が, ミ ト コ ン ドリ ア か ら の チ トク ロ
ー ム Cの
放 出を誘発す る. こ の チ ト ク ロ ー ム C と d A T P(ま た は A T P)
の 存在下 で, カ ス パ ー ゼ ー9 は Apa÷1 と結合 し, カ ス バ ー ゼ ー9 が
活 性化 さ れ , ま た引き続きカ ス バ ー ゼ ー3も活性化 さ れ る
岬 0)
チ トク ロ ー ム C の 放出 には ミ ト コ ン ドリ ア にお け る2つ
'
の チ ャ
ン ネル が 関与する . 1つ は, P T(pe r m e abilitytr a n sitio n) ポ ア と
い う巨大なチ ャ ン ネル で , 溶液や 水が ミ ト コ ン ドリ ア内に流 入
す る こ と に より マ トリ ッ ク ス が 膨化 し , 外股が 破裂する
21)
. も
う1 つ は , 外膜 蛋白である ポ リ ン (電位依存性陰イ オ ン チ ャ ン
ネ ル) が バ ッ ク ス や バ ッ ドと 相互作用 して形成 され るもの で
22)
,
こ の 場合 マ トリ ッ ク ス の 膨化も外膜の 損傷もおきな い
23)
. シク
ロ ス ポリ ン は m
､
ポ ア が 開存する こ と を抑制す る24). Bcト2もチ
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トク ロ ー ム Cの 放出 を抑制する が25)26), Bcl→2 には これ と は別な,
バ ッ クス に よ る細胞死を抑制す る作用もある 27).
こ の よう に, ミ ト コ ン ドリ ア を介 し た アポ ト ー シス の 経路 ほ,
試験管内の 実験系に お い て は詳細 に解明され つ つ ある が , 生体
内の 実験系 に お ける 報告はきわ め て 少なく , しか も霊長類を対
象 と した 研究 は皆無 である . 本研 究に お い て は ニ ホ ン ザ ル の 一
過性仝脳虚血 モ デ ル にお い て , 海馬C A l領域で の カス バ ー ゼ ー3,
カ ス バ ー ゼ ー9 お よ びチ ト クロ ー ム Cの 蛋白 の 発現変化をイム ノ
ブ ロ ッ ト な ら び に免疫組織化学 に て経時的に検索 し, 虚血 性神
経細胞死 にお ける ミ トコ ン ドリ ア を介 した ア ポ ト ー シス カス ケ
ー ドの 関与を検討 し た.
対象 お よ び方法
Ⅰ. 虚血 モ デ ル
実験 に は体重5-8 kgの ニ ホ ン ザ ル を21頭用 い た . 1.5 %の フ
ロ ー セ ン (武田薬品, 大阪) ガ ス にて 麻酔 を導 入後気管内挿管
し, レ ス ビ レ
ー タ ー 仏c o m aK M Aan e spirator, 東京)を用い て
全身麻酔を行 っ た . 0.5 %の フ ロ ー セ ン , 60 %の 笑気, 40 %の
酸素に て 全身麻酔を維持 し, 実験 中は乳酸 リ ン ゲ ル 液の 持続点
滴を行い , 血圧 と 脈拍, 直腸温を持続的に モ ニ タ ー した .
一 過性全脳虚血 は , 胸骨の 上 部を縦切開 して縦隔内に進入 し,
慎重 な剥離操作 に より, 大動脈弓か ら分岐直後の 右腕衷動脈 と
左鎖骨下動脈を直視下 に捉え, チ タ ン 製の ブ ル ド ッ ク ク リ ッ プ
(Bo nim ed, Ge r m a ny) を用い 18分間血流を遮断す る こ と に よ り
施 した . 血流 を 再開通 させ た 後 に閉創 し, 全身麻酔か ら覚醒 さ
せ , サ ル を 一 旦 飼育ケ ー ジ に戻 した . また , 開胸の み して血 流
遮断 しな か っ た もの を コ ン ト ロ ー ル と して 組織学的検討用 に3
頭 , ま た イ ム ノ ブ ロ .ツ ト と 定 量的 逆転写 PC R(r e v e r s e
tr an sc riptio nゼC R,R T P C R) 用に4頭用 い た .
組織学的検討 に は虚血負荷2 4時間後(3頭) と72時間後(3頭)
に再 び全身麻酔を した 上 で 開胸を行 い , 左心 室 に1 8 ゲー ジ注
射針を入 れ 生 理食塩水500ml にて港流 した後, 0.1 Mの P B S で
溶解 した4 %パ ラホ ル ム アル デ ヒ ド bar afo r m aldehyde, P F A)2
L にて 液流固定 し た . イ ム ノ ブ ロ ッ トと 定量的 R r P C Rの た め
の サ ン プ ル 採取 に は , 虚血 負荷24時間後 (4頭) と 72時間後 (4
頭) に再 び全身麻酔 を施 し, 実体顕微鏡下 で 海馬 C A l領域 の 組
織を摘出 し液体窒素 に て直ち に凍結 させ , 実際 に使用するまで
- 13 0 ℃ にて 保 存 し た . 実 験 中 は 直腸温を サ ー モ ス タ ッ ト
(Geym a r, Ne w Yo rk, U S A)を使う こ と に より37.4-38.4℃ に保
ち, 血 液 ガス と血糖値も正常範囲と な る よう コ ン トロ ー ル した .
以 上 の 実験に 際 し, 不必要な痛みを可及的与えず愛護的に飼育
する よう に , ニ ホ ン ザ ル の 扱 い に は特 に留意 した .
Ⅱ . 病理組織学的検討
液流固定 し た脳をとりだ し, 海馬組織 を5 m m の 厚 さ に冠状
断ス ライ ス し た後 , P F A に て3日 間固定 し, パ ラ フ ィ ン に包埋
後, 5〃 m の 組織切片を作成 し, H E染色を行 っ た .
Ⅱ . 免疫組織化学的検討
組織切片をキ シ レ ン にて 脱 パ ラ フ ィ ン後 , 連 続希釈の エ タ ノ
ー ル に て親水 しP B S で洗浄後 , 0.3 %過酸化水素加 メ タ ノ ー ル
に て 内因性 ペ ル オキ シ ダ ー ゼ を失活さ せ た . 抗原賦活処理 の た
め0.1 M クエ ン 酸緩衝液 にス ライ ドガ ラ ス を入 れ , 15分 間 マ イ
ク ロ ウ エ ー ブ 処置を行 っ た . P B S で洗浄後, 非特異的反応抑制
の た め5 %ス キ ム ミ ル ク mifc oLaboratorie s, Detroit, US A)を1-
2時間反応 させ た . 一 次抗体 と して 抗活性型 カ ス バ ー ゼ ー3抗体
(p2 0/17, 国 立精神神経 セ ン タ ー 桃 井 隆博士 より分与) を
2,0 00倍 , 抗 力 ス パ ー ゼ ー9抗 体 (H-83, Sa nta Cr u zIn c. , Santa
Cr u z, U S A) を1 00倍 , 抗 チ トク ロ ー ム C抗 体 (H-104, Sa nta
Cru ZIn c) を10 0倍 に それ ぞ れ 希釈 し, 4 ℃ で → 晩反応 さ せ た
.
対 応 す る ビ オ ナ ン 化 二 次 抗体 (Ve ctor Labo r ato rie sIn c.
,
Du rha m, U S A) を30分間反応 させ , 発色 は ア ピ ジ ン ゼ オ テ ン
ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ複 合体法 と0.005 %過酸化水素加0.02 % ジ ア
ミ ノ ベ ン チ ジ ン (Sigm a, St.Lo uis, U S A) 処置に て行 い , 核 染は
ヘ マ トキ シ リ ン にて 行 っ た .
Ⅳ . TUNE L染色
海馬の パ ラ フ ィ ン包埋切片に村 して , 組織 内細胞死検出キ ッ
ト (Bo ehringe rM an nheim , India n apolis, U S A)を用 い て ,
T U N E L染色法28) 29)を行 っ た . 具体的 に は, キ シ レ ン に て脱 パ ラ
フ ィ ン した標本を蒸留水 にて 洗浄後, 10mM トリス ク ロ ル 緩衝
液(pH 7 A) に溶解 した 20FLg/mlの プ ロ テ ィ ナ ー ゼ K (Gibc o
B R L, Ro ck vi11e, U S A) 溶液で 37℃で 20分間反応 させ た. 次 に蒸
留水 で洗浄後, 2 %過酸化水素水で 20分間処理 し, さ ら に蒸留
水 で 洗 浄後 , 末 端 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド転移 酵素
匝rminal de o xyribo n u cle otidetra n sfe ra s e,T d T) と フ ル オ レ セ イ
ン標 識dUT Pを含む反応液 を37℃で 1時間反応 さ せ た . P BSで
洗浄後, ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標識 ヒ ツ ジ抗 フ ル オ レ セ イ ン 抗体と
37℃ で20分間反応 させ て , 最 後に0.005 %過酸化水素加0.02 %
ジ ア ミ ノ ベ ン チ ジ ン に て発色させ た .
Ⅴ . 蛋白の 調製
1. 海馬 C A l組織
コ ン トロ ー ル (n = 4) お よ び 虚血 後24時間後 (n = 4), 72時
間後 (n = 4) に摘出 した 海馬 C A l組織を, プロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ
ビタ ー カ ク テ ル (Sigm a)を 含ん だ4 ℃の RJP A溶液(50m M ¶疇is
pH 8.0,.150m M NaCl, 1 % N P
-40, 0.5 % デ オ キ シコ ー ル 酸ナ
トリ ウ ム , 0.1 % S D S)中 にて 超音波粉砕 し て可 溶化 し, 4℃,
8,000× g に て 5分 間遠心 し, 上 清を回収 した .
2. ミ ト コ ン ドリ ア分画
ミ トコ ン ドリ ア分画 の 採取 はJohn so nら
3【-)の 方法 に従 っ て行
っ た . す な わ ち 】 コ ン ト ロ ー ル (n = 3) と 虚血 後24時間後
(n = 3) の 海馬 C A l組織 を, プ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビタ ー カ ク テ
ル を含ん だ 低張横衝液(2 50m M ショ 糖, 2 0m M H E P E S-K O H,
10 m M K Cl, 1.5 m M MgC12, 1 mM E D T A, 1 mM エ チ レ ン グ
リ コ ー ル ビス (β- ア ミ ノ エ チ ル エ
ー テ ル)N, N, N, N 凹酢艶 1
m M ジチ オ トレ イ ト ー ル) 中 に て , ダ ウ ン ス ホ モ ジナ イ ザ ー
(W be ato n, Ne wJe rs ey, USA)を用 い て 穏や か に 同質化 し た. そ
の 後 , 4 ℃, 7 50× g に て 20分間遠心 し, 上 清 を さ ら に 4 ℃,
8,000× g に て 20分間遠心 して得 ら れ た 沈殿を ミ ト コ ン ドリ ア
分画 と.し て 回収 した .
Ⅵ` . イ ム ノ ブロ ッ ト
Br adfo rd法 (Bio-Rad, He rc ule s, U S A) に よ り蛋白の 定量 を行
っ た 後 , 電 気 泳動 をLa e m mli
31)の S D S- P A G E法 に て 行 っ た .
14 %の SDS ポ リ ア ク リル ア ミ ドゲ ル を作り, 各 レ ー ン あたり
同量 の 蛋白を泳動後, イ モ プ リ ン m Fメ ン プ レ ン (M illipo re,
Bedfbrd, U SA) に 転写さ せ た . こ の メ ン プ レ ン を0.5 %の ゼ ラ チ
ン (Bio-Rad) を加えた 1 %
′
IVe e n20(和光純薬工業, 束京)入り
20m M T B S Tmis-bu 鮎r ed s alin e⊥Tw e e n20) にて 1時間ブ ロ ッ
キ ン グ し た . 一 次抗 体 は , 抗 カ ス バ ー ゼ ー3抗 体 (65 90 6 E,
Phar minge n, San Diego , U S A) を5,000倍 , 抗 カ ス バ ー ゼ ー9抗体
(軋8 3, Sa nta Cr u zIn c) を 50 0倍 , 抗 チ ト ク ロ ー ム C抗 体
脳虚血 と ミ トコ ン ドリ ア
(65981 A, P ha r minge n) を10,000倍 に そ れ ぞ れ T B S l
､
で 希釈 し
て, 2時間反応 させ た ･ T B S l
､
にて 3回洗浄後, H R P標識抗ウ
サ ギIgG抗体ま た は H R P標識抗 マ ウ ス IgG抗体 (Ame r sha m,
Up ps ala,Sw eden) と1時間反応 させ た 後･ 再 びT B S
⊥T に て5回
洗浄 し, E C L キッ ト 仏 m er sha m) に て発光 させ 撮影 した ･ さ ら
に, NI H イメ
ー ジ ソ フ ト 仏ppleIn c･ ,Cupe rtin o, U S A) を月恥､て,
O D倍 を測定 した . また , 海馬C A l組織 と ミ トコ ン ドリ ア 分画
の イ ム ノ ブ ロ ッ トで , そ れ ぞ れ α - チ ュ プ リ ン (Sigm a) と Ⅳ 型
チ トク ロ ー ム 酸化酵素(cyto chrom e o xida se s ub nit Ⅳ, C O X)
(Molec ula rProbe s, Eugene, US A)を内部 コ ン トロ
ー ル と して 用
いこ卿 ) , 同様 に反応 させ た .
肌 総 R Mの 分離 と定量的 R T- P C R
C ho m c zyn ski ら
34)の 方法 に 基づ き, IS O G E N(ニ ッ ポ ン ジ ー
ン , 束京)を 用い て, コ ン ト ロ
ー ル (n = 4), 虚血 複24時間(n =
4) お よ び72時間後(n = 4) の 海馬 C A l領域の 組織より総R N A
の 抽出 ･ 精製を行 っ た .
虚血彼の 海馬C A l領域 で の カ ス バ ー ゼ ー3の mR N Aの 発現を調
べ る ため に, Holland ら




ー の 理 論 に基
づ き, 定量的RTIP C Rの 反応 を行い , A BI P RIS M 7700 シ
ー ク エ
ンス デ イ テ クタ ー 仏ppliedBiosystem s, Califor nia, U S A) を用い
て 解析 し た . カ ス バ ー ゼ ー3の セ ン ス プ ラ イ マ
ー と し て 5
'
-
G A G G A T GA C A T G G C G T G T C A T 3
'





-C A G G T GT G G A G T A T G C ÅT 3
, を設計 した . ま た,
両者 間に 特異的 に ハ イ プ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン す る TaqM an プ
ロ ー ブ を5
,
端 の リ ポ ー タ ー 蛍 光 色索 と し て テ ツ ト, 3
' 端 の
ク エ ン チ ャ ー 蛍 光 色 素 を タ ム ラ と し て 5
'
-
A A A T C C C A G T G G A G G C C G A C T T C T r G-3
'
と 設計 し, こ れ ら の
合成 を依託 した 仏 m e r sha m). 内部 コ ン ト ロ ー ル と して グ 1) セ
ル ア ル デ ヒ ト3J) ン 酸脱水素酵素 也1yc e raldehydeq3-pho sphate
dehydroge n a s e, G A P D H) を用い た . 同様 に, セ ン ス プ ラ イ マ
ー と し て 5
,
- G T C A T C A A T GG A A G C C C C A T C-3
'
, ア ン チセ ン ス
プ ラ イ マ ー と し て 5
,
-A G T G G A C T C C A C G A C G T A C T C A-3
'
,
TaqM a nプ ロ
ー ブ と して5
,
端 の リ ポ ー タ ー 蛍光色素 を フ ァ ム ,
3
, 端 の ク エ ン チ ャ ー 蛍 光 色 葉 を タ ム ラ と し 5
'
-
A G C G A G A T C C C T C C A AJ岨Ⅰ
､
A G T G G-3
,
と設計 した . R T反応
に は MultiScribe リ バ ー ス ト ラ ン ス ク リ プタ ー ゼ (Am e r sha m)
を, P C R には AmpliTaq Gold D N Aポ 1) メ ラ ー ゼ 仏 m er sha m)
を便用 した . 反応 は, 4 8 ℃で30分間の RT反応の 後, 95℃で10
分間の 熟変性 を行い , 95 ℃で 15秒 , 60 ℃ で1分 の 2ス テ ッ プを
1 サ イ クル と して , 40回増幅 した . 実 際の 定量 にあ た っ て は ,
まず, 未知量サ ン プル が検量線内 にある よ うに , 連続三 倍希釈
の 既知量 サ ン プ ル 五 つ を用 い て検量線を作製 し, 未知量サ ン プ
ル の 初期量を内挿法で定量 した . こ の 操 作 を カ ス バ ー ゼ ー3 と
G A P DI 引こ対 し て各々 行い , カ ス バ ー ゼ ー3 m R N Aの 初期量 を
Fig.1. M o rphologic alchange s ofthe C Aln eu ro n s afterische mia･ Sha m ope ratipn( 礼24 hr(B)or72 hr(C, D)afte ris che mia･
HE staining 仏,B,C), T UN E Lstaining(D). A汀O W Sindic ateTU N E しpo sitiv e n e u r o n s･ Sc alebar,30FL m ･
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G A P D H に対す る比 と し て計算 した. 最終的 には , 虚 血後24時
間お よ び7 2時間後 に お け る カ ス バ ー ゼ ー3 m R N Aの 発 現量を,
コ ン トロ ー ル に対 する比 と し て評価 した .
Ⅶ . 統計学的検討
デ ー タ は , バ
ー ト レ ッ ト検 定を用い て分散 が均 一 で あ る こ と
を検定 した 後 , 一 元 配置分散分析法 を用い て検定 し, 危 険率
5 %未満をも っ て 有意差あり と判定 した . 有意差が 認 め られ た
もの に対 して は さ ら に , Fishe rの P LS D法 にて ポ ス トホ ッ ク テ
ス トを行 っ た . 数値 は平均 ± 標準偏差で表記 した .
成 績
Ⅰ . 検査 デ ー タ
虚 血 負荷直前 の 検査 デ ー タ は , 動 脈 血 酸素分圧 (a rte rial
O Xy genpr e SS u r e,PaO2)174± 29m mHg;動脈 血 二 酸化炭素分圧
(arte rialc a rbo ndio xide pr e ss u re,PaC O2)32.9± 2.2 m mHg;動脈
血 酸素飽和度(0 Ⅹy ge n S atu ratio n,SaO2)9 9.5± 0.2 %; pH,7.56±
0.08; 直腸温 , 37.8± 0.4℃; 血 糖値 , 89± 20皿 g/dl; 平均血圧 ,
86.2± 12皿 皿 Ⅲgで あ っ た . 右腕頭動脈 と左鎖骨下動脈を遮断
Fig. 2. Im m u n ohisto che mical de m o n str atio n ofa ctiv ated- Ca SpaS e
-3 in the C A ln e u ro n s. S ha m ope r atio n(朗, 24 hr(B, C) o r72 hr(D)
afterische mia ･ M o nkeylym phn ode(E)s ervr es a s apo sitiv e c o ntr ol; Scaleba rs,30FL m 仏, C,D and E);500FL m O3).
脳虚血 と ミ ト コ ン ドリ ア
する と , サ ル の 瞳孔 は 直ち に散大 し , 血 圧 は
山 旦 急激 に 上 昇
(平均血圧 の 最大値169± 9･7 m mHg) し た後 ･ 徐 々 に下 が っ て
い っ た . 18分間の 虚血 負荷を終え た後, 血 管 ク リ ッ プ を開放 し
血流を再開 させ た 直後の 検査デ
ー タ は , 負荷前 と ほ ぼ同様であ
っ た .
Ⅰ . 海鳥 C A l領域 の遅発性神経細胞死
H E染色 で は , コ ン ト ロ ー ル の C A l領域 の 神経瀾胞 (図1 A)
と比較す る と , 虚血 後24時間の 神経網胞 の
一 部 は 軽度の 虚血
性変化を示 した (図1町 と こ ろが , 虚血 後72時間の 時点で は ,
正常な 形態を示す神経細胞 は ほ と ん どみ られ ず, 胞体は 著明な
萎縮と好酸性変化お よ び ニ ッ ス ル 小 体の 消失 を示 し, 核は 濃縮
像を示 した (国1 C). T U N E L染色 を行う と , 虚血 後72時間で半
分以上 の 神経細胞 が陽性所見を示 し た(国1 D)･
Ⅱ . 免疫組織化学
活性型カ ス バ ー ゼ ー3(p20/17)は コ ン トロ
ー ル に お い て は陰性
であ っ た (図2A). 一 方, 虚血 後24時間で は , C A l領域 の 神経
細胞の み特異的に核 と細胞質が陽性所見を示 した (図2 B, 2 C)･
しか し, 虚血 後7 2時間で は こ の 染色性 は弱く な っ て い た (図
2D). 陽性 コ ン ト ロ
ー ル と して 用 い た サ ル の リ ン パ 節胚中心 の
リ ン パ 球は 同様 の 染色所見を示 した (国2E).
同様 に, カ ス バ ー ゼ ー9 とチ ト クロ ー ム C も コ ン ト ロ
ー ル で は
陰性で あ っ た が (図3A, 3 C), 虚血 後24時間で は C Alの 神経細
胞の み 陽性所見 を示 した (図3 B,3 D).
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Ⅳ. イ ム ノ ブロ ッ ト
カ ス バ ー ゼ ー3の 前駆体 は分子量32 k Daの バ ン ドと して検出さ
れ , そ の 発現量 は, コ ン ト ロ ー ル を基 準 と する と , 虚血 後2 4
時間で約1.05± 0.03倍, 72時間で約1.03±0.10倍 と発現量 は経
時的 に ほ ぼ 不変であ っ た (図4 A). また カ ス バ ー ゼ ー9の 前駆体
は分子量47 k Da の バ ン ドと して 検出 さ れ , その 発 現量 は虚血
後24時間で約0.82± 0.12倍 , 72時間で 約0.69± 0.1 4倍 と 有意
な減少を示 した (国4 B). さ ら に, チ トク ロ
ー ム C蛋白 は 分子
量15 k Da の バ ン ドと して検出さ れ , そ の 発現量は , 虚血後24
時間で約1.13 ±0. 7倍, 72時間で約0.95 ±0. 4倍 で あ っ た (図
4 C). さ ら に, 虚血 後24時間で カ ス バ
ー ゼ ー3で は 分子量20 k Da
の (図4 A), カ ス バ
ー ゼ ー9 で は分子量10 l(Daの (図4 B), と もに
活性型に相当す る バ ン ドが 検出され た. しか も, これ らの 括性
型蛋白に相当する バ ン ドは, 虚血 なし の サ ン プル で は み られ な
か っ た .
ミ ト コ ン ドリ ア 分画 の イ ム ノ ブ ロ ッ トで は , コ ン トロ ー ル に
比 べ 虚血 後24時間で , カ ス バ ー ゼ ー9蛋白と チ トク ロ ー ム C蛋白
の 発現量が減少 して い た . しか し, カス バ ー ゼー3蛋白 に は発現
量 の 変化は ほ と ん どみ られなか っ た (図5).
′Ⅴ. カス バ ー ゼ ー3 のm R N A の発現量 の変化
シ ー ク エ ン ス デイ テ ク タ 一 によ る定量的検索で は , 海馬C A l
領域 の カ ス バ ー ゼ 蠣3の m R N Aの 発現量は , コ ン ト ロ
ー ル と比 べ
虚血 後24時間で約2.6土 0.16倍 , 虚血後72時間で約1.8± 0･42
Fig.3. lmm u n ohisto che mic al de m o n stratio n ofc aspa se
-9 仏,B)o r cyto chro m e c(C,D)in the C A ln e u r o n s･ Sha m operatio n 仏 C)o r24
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Fig. 4. W este rnblota n alysisfor ca spas e
-3(朗, C a Spa Se-9(B)o r cyto chro m e c(C)pr otein of the C Altiss u elys ates(15/Lg/1an e) after
sha m oper atio nOa n el),24 hrOa n e2)o r72 hr Oa n e3)afte rische mia. Repr e se ntativ e e xpe rim e nts are sho wn ･ α m bulin w as u sed as
aninte rnalc o ntr･01(botto血). Faintcle av edprodu cts ar epr e Se nt(arr o whe ads)both in the studie s ofc a spa s e-3(朗a nd c a spas e-9(B)at
24 hr afterische mia.
Graphs. Se miqu a ntitativ e r e sults ofthe W este rnblota n alysis ofthe C A l lysate s afte r sha m ope ratio n, 24 hr or72 hr afte rische miafo r
c a spas e-3 仏), C a SPaS e-9(B)o r cyto chr o m e c(C).
r
rhe optic al de n sity ofim m u n op sitiv e
-ba nds w a s m e as u r ed a nd e xpre ss ed a s% of




Cyto chr o m e¢
C O X
Fig. 5. We stern blot an alysis ofthe mito cho ndrial 血
･
a Ctio n sin
the C A Is e cto rfo r pr o
- C a SPa S e
-3, Pr O
- C a Spa S e-9 a nd
CytO Chr o m e c. T he re sults sho w n ar e r ep se ntativ e of thr e e
in depe nde nte xpe rim e nts. Co x w a s u s ed as a ninte rnalc o ntr ol
匝otto m). I.a n el,Sha m ope rated brain;Lan e2,is che micbrain
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Fig. 6. Qu a ntitative R T P C Ran alysis ofthe C A Is e cto r afte r
ische miafo r c aspa s e-3 mR N Ae xpressio n. Relativ e cha ngesin
the a m o u nt ofca spa se
-3 m R N Aar e sho w n at24 hr o r72 hr
afte ris che mia as c o mpa r ed withsha m c o ntr oIs. Data ar e
m ea n± SD (n = 3 pe rtim epoint).
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倍と有意 に増加 して い た (国6)･
考 察
虚血性神経細胞死 の 発生 に カ ル シ ウ ム イ オ ンが 重要な役割を
果たす こ と は広く知ら れ て い る
: 醐
･ す な わ ち ･ 海馬ス ライ ス
を用 い た低酸素
･ 低ブ ド ウ糖負荷 モ デ ル
ニ 附 )
, お よ び ラ ッ トを
使 っ た
一 過性全脳虚血 モ デ ル
岬 )の い ず れ に お い て も, 虚血 負
荷中に C A l領域 に特異的に カ ル シ ウム イ オ ン の 動 員が み ら れ
る. 細胞質で の カ ル シ ウム イ オ ン の 上 昇は ,･当初は N M D A(ル
m ethyl
-D p a Spartate) レ セ プ タ
ー を 介 した細胞外か らの 流 入で あ
るゎ に射 し, そ の 後持続す る上 昇 は ミ ト コ ン ドリ ア や小胞体等
の 細胞内器官 か らの 細胞内動員で ある
4 2)と さ れ て い る ･ ま た,
活性酸素(r e activ e o xy ge n specie s, R O S)も同様 に虚血 に よ る神
経細胞障害の トリ ガ
ー と な る
仰
･ グル タ ミ ン 酸刺激で の R OSの
代表的な供給源で ある ミ ト コ ン ド
1) ア に おい て, N MDA に 曝
さ れ た神経細胞で は R O Sの 産生が 増加する
44)
･ さ ら に, 10分間
の 仝脳虚血 ラ ッ トで は , C Alの神経細胞 で虚血後3時間以内 に
バ ッ ク ス 蛋白 の 過剰発現 が み られ る
45)
.
こ れ らカ ル シ ウ ム イ オ
ン, R O S およ び バ ッ ク ス な どは い ず れ もミ ト コ ン ドリ ア に作用
し, カ ス バ
ー ゼ の 活性化国子を放出す る よう に働く こ とが 知 ら
れて い る
1ヰ)
. した が っ て,
一 過性 の 仝脳虚 血後に生ずる C Al領
域の 神経細胞死 の 発 生 に お い て も, ミ ト コ ン ドリ ア を介 した ア
ポ ト ー シス の 経路が 働 い てい る可 能性がある .
正 常 の 神経細胞 に お い て は , 免疫組織化学的に カ ス バ ー ゼ
ー3
の 染色性 は認 め られ ず
㈹
, イ ム ノ ブ ロ ッ トで は カ ス バ
ー ゼ ー3 や




一 般 にP F A固定 を し た切片 で は , 通常の 免疫組
織の 方法 で ミ ト コ ン ドリ ア 内 の 抗 原 と
一 次 抗体 が 反応 し にく
い j9)
.
コ ン トロ ー ル の 免疫組織 で染色性 が み られ な か っ た こ と
は
,
サ ル の 神経細胞 にお い て も, カ ス バ
ー ゼー 3, カ ス バ
ー ゼ ー9
の 両者と も前駆体と して そ の多く が ミ ト コ ン ドリ ア内 に存在 し
て い る こ と を示 して い る と思 われ る .
カ ス バ ー ゼ _9 に対す る抗体 は前駆体 と活性型の 両方 を認識す
る抗体 で あ る が , 免疫組織化学で虚血 後24時間 に特 に核に強
い 染色性 を示 し て い た . こ れ はFh･aje w ski ら
洲 の 犬を 用い た 鵬
過性 仝脳虚血 モ デ ル の デ ー タ と 一 致す る . イ ム ノ ブ ロ ッ ト で は
ミ ト コ ン ドリ ア の カ ス バ ー ゼ ー9 は減 少 して おり , また 仝C A l組
織中で も経時的 に減少 して い た . しか も , 虚血 24時間後 に は
活性型 に相当す る バ ン ドが み ら れ た. こ れ は カ ス バ
ー ゼー 9は ミ
トコ ン ドリ アか ら放出 され て , 活性 化を うける た め 消費さ れ て
い る こ と を示すもの と 思 わ れ る . ラ ッ トの･仙･過性の 局所虚血 モ
デ ル や
:iニ与)
, 脊髄損傷モ デ ル
51)
, ヒ トの 心筋症
52)
な ど で 報告さ れ
てい る よう に, チ ト ク ロ
ー ム Cも同様 に, ミ ト コ ン ドリ ア か ら
放出さ れ て い る こ とが 示唆 さ れ た. チ トク ロ ー ム C は細胞質で
アポ ト ー シ ス 誘導活性をも た な い
川)ア ポ チ トク ロ
ー ム C と して
合成さ れ た 後, ミ ト コ ン ドリ ア 内に 入り込み , ヘ ム と結 合 して
チ トク ロ ー ム C と な る が, イ ム ノ ブ ロ ッ トで チ トク ロ
ー ム C の
発現量 が虚血後24時間 に お い て 増え て い る こ と は , ア ポ チ ト
ク ロ ー ム C か らの 動員, そ して 細胞質 へ の 大量の 放出 を意味す
るもの と 思 わ れ る . ま た , 虚血 後72時間で は 発現量 が有意 に
減少 して い た . 一 方 , カ ス バ ー ゼ ー3 につ い て はイ ム ノ ブ ロ ッ ト
で , その 発現量 に ミ ト コ ン ドリ ア 分画に お い て も全C A l組織 に
おい て も経時的な変化 は み ら れ な か っ た . こ れ は , 虚血後 に カ
ス バ ー ゼ ー3の m R N A発現量が有意に増えて い る た め に , カ ス バ
ー ゼ ー3 は消費 さ れ た 分 だ け新 た に 産生 され た もの と解され る ･
事実 , 活性型 の カ ス バ ー ゼー3の み を認識する抗体 で , 虚血 筏24
時間 に免疫組織化学で陽性所見が認め られ て お り, イ ム ノ ブ ロ
ッ トで も カ ス バ ー ゼ ー3の 晴性型 に相当す る バ ン ドが 検出 さ れ
た.
カ ス バ ー ゼ は 活性をもた な い 前駆体 と して 生成 され た後, プ
ロ セ シ ン グを受けて活性型と なり ア ポ ト ー シ ス を 実行す る
5:-)
.
10種 以上 ある カ ス バ ー ゼ の 中で特 に カ ス バ ー ゼー3は中心的な役
割を担い , 様 々 な 基質を 分解する . 例え ば , ゲ ノ ム D N A ラ ダ
ー に必要な D Na seの イ ン ヒ ビタ ー で ある D F F 45/IC A D
封)55)や ,
ア ポ ト ー シ ス ノト体形成 に関与す る と い わ れ る フ ォ ドリ ン
5ti)な ど
を分解する こ と で, ア ポ ト ー シス を実行す る . 今回の 実験で は,
カ ス バ ー ゼ ー3の 基質と なり得 る こ れ ら の 蛋白 に 関し て は検索 し
な か っ たが , 虚血後24時間で カス バ
ー ゼ ー3 やカ ス バ ー ゼ ー9の 活
性化 が み られ た こと か ら ,
一 過性 全脳虚血後遅発性に死に ゆく
サ ル の 海馬C A lの 神経剛包に お い ても, ミ ト コ ン ドリ ア を介 し
た ア ポ ト ー シ ス の 経路が働い て い る こ とが 強く示唆さ れ た .
しか し, 虚血性神雁細胞死が ア ポ ト ー シス の 基準をす べ て 満
た す訳で は決 して な い
57)58)
. 本実験 で も, 虚血 後7 2時間で C A l
の 神経細胞 に胞体の 萎縮や核の 濃縮 と い っ た ア ポ ト
ー シ ス に特
徴的な形態学的変化
5fl)が光顕的 に観察さ れ た が , アポ ト ー シス
小体 は認め られ なか っ た . Ya m a shim aら
l氾)は 同 一 の サ ル 脳虚血
モ デ ル にお い て , リ ソ ソ
ー ム 膜や 胞体膜 の 損傷 な ど, む しろネ
ク ロ ー シ ス に特徴的な所見を電顕的 に観察 して い る . 虚血 後72
時間で T U N E L陽性の 神経細胞が多数み られ た こ と は , 神経細
胞が ア ポ ト ー シ ス に陥 っ て い る こ と を必ず しも意味する訳 で は
ない 61). カ ス バ ー ゼ ー3 やカ ス バ ー ゼ ー9の 活性化はすで に 虚血後
24時間で認め られ た が , こ の 時点 で は T U N E L陽性 となる神経
細胞 は認め ら れ なか っ た . こ の こ と は, ア ポ ト
ー シス をすみ や
か に 実行す る に 足 る カ ス バ ー ゼ の 絶対量 が不足 して い る こ と
や , カス バ
ー ゼ の 内在性の イ ン ヒ ビタ ー の 発現 の 増加 な ど を意
味 して い るの か もし れない .
近 年, 虚血 性神経細胞死は ア ポ ト ー シス と ネク ロ
ー シ ス の 中
間的な病態 を示す
57)と 報告さ れ て い る . す な わち , 両方 の カ ス
ケ ー ドが 同時 に進行 して い た と して も , い ずれ の カ ス ケ
ー ドが
優先さ れ るか は, 障害 の 程度や神経の 成熟鼠 栄養因子の 有取
締胞内の カ ル シウ ム イ オ ン濃度 な ど に依存 して い る
58)
･ 細 胞死
は さ ら に, A TPの 量に よ っ て も影響 さ れ, ア ポ ト ー シ ス の カ ス
ケ ー ドは , た とえ始ま っ た と し て も細胞内の A T P を奪う こ と に
ょり阻まれ 細胞は結局, ネク ロ ー シ ス に よ り 死 ぬ . こ れ と は反
対 に AT P が豊富な場合は ア ポ ト ー シ ス で 死 ぬ
闘 う】
･ げ っ 歯規 の
山一一 過性脳虚血 モ デ ル に お い て は, 虚血 Ll] は 急激 に神経細胞 の
AT P値 は減少す る が , 再 港流後 は再 び急激 にA T P値 が 回復す
る Ii･l)こ とが 知 られ て い る . こ の こ と は , げ っ 歯類の 再潅流 モ デ
ル で は 神経 捌包は少 なくとも急性 の ネク ロ
ー シ ス か ら は免れ て
い て , ア ポ ト
ー シ ス が実行 され うる 環境にある こ と を 意味する
の で あろう .
ミ トコ ン ドリ ア の P T はア ポ ト
ー シ ス だ け で は なく, ネク ロ
ー シ ス の カ ス ケ
ー ド にも関係 す る と さ れ て い る. すな わ ち , ミ
トコ ン ドリ ア か ら チ ト ク ロ
ー ム Cや カ ス バ
ー ゼ が 放出さ れ る と
きに は , 同時 に電子伝達系が妨害 さ れ る こ と, 酸化的燐酸化反
応 が阻害さ れ る こ と, フ リ ー ラ デ ィ カ ル が 産生さ れ る こ と な ど
によ りA T P が奪わ れ, 細胞 はネ ク ロ ー シス へ と 向か っ て い く
65)
･
した が っ て , ミ ト コ ン ドリ ア は細胞が アポ ト
ー シ ス , ネ タ ロ ー
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シ ス の い ず れ に 向 か う か を調整 して い る 器官で あ る と い え
る
66)
･ ミ ト コ ン ドリ アの P Tの 抑 制剤 は両者 の カ ス ケ ー ドを 阻
止 しうる 67)の で , 虚血 に よ る神雁細胞死を防ぐ治療薬 と して 大
きな可能性を秘め て い る と思 わ れ る .
本研 究で は, ミ ト コ ン ドリ ア を介 して カ ス バ ー ゼ →3 の活性化
に至る ア ポ ト ー シ ス の 経路を検索 した. 今後, カ ス バ ー ゼ _3を
活性化 さ せ る ほか の 経路 の 関与 , カ ス バ ー ゼ ー3 の 基質 の 分解 の
検索 お よ び P Tの 抑制剤を投与 し て の 動物美醜な ど, さ ら なる
検討 が必要で ある .
結 論
虚血 性神経細胞 死 にお ける ミ ト コ ン ドリ ア を介 し た ア ポ ト ー
シ ス の 経路 の 関与を明ら か に する た め , ニ ホ ン ザ ル を用 い て 一
過性全脳虚血 モ デ ル を作成 し, 海馬C A l領域で の カ ス バ ー ゼ ー3,
カス バ ー ゼ ー9 お よ び チト ク ロ ー ム C の 発現を検索 し, 以下の 結
果を得た .
1 ･ 霊長類 の 脳虚血モ デ ル にお い て も, カ ス バ ー ゼ ー3 と カス
バ ー ゼ ー9の 活性化 が虚血後24時間の 時点 で示 さ れ た .
2 . カス バ ー ゼ ー3は , イム ノ ブ ロ ッ トで ミ ト コ ン ドリ ア か ら
の 放 出は認 め られ ず , 経時 的な発現量 の 変化もほとん どなか っ
たが , m R N A の発現量 は虚血後に有意 に増加 して い た . 免疫 組
織化学で は , 虚 血後24時間で神橙細胞 の 核 と 細胞質に陽性所
見を得 た.
3 ･ カ ス バ ー ゼ ー9もチ ト ク ロ ー ム Cもイ ム ノ ブ ロ ッ トで は
,
虚血 後24時間で ミ ト コ ン ドリ ア か ら放出さ れ , 虚血 後72時間
で共 に蛋白の 発現量 が有意に減少 して い た . また , 免疫組織化
学で は神経細胞の 核 と細胞質 に陽性所見を認め た .
4 ･ 虚血後72時間 で海馬C A l領域 の 神経細胞 は! ほ と ん ど
すべ て が変性 して お り多くが T U N E L陽性 であっ た .
以 上の 結果 よ り, - 一 過性全脳虚血後 に生 じる サ ル 海馬 C A l領
域 の 遅発性神経細胞死 にお い て, ミ トコ ン ドリ ア を介 した ア ポ
ト ー シス の経路 が 関与 して い る こ と が示唆 され た.
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崩虚血 と ミ ト コ ン ドリ ア 109
Inv oIv e me ntof the M itochondrial Apoptotic Pathw ayin Delayed Ne u ro nalDe ath afterTr ansie ntG
lobal Ische mia
Motoyuki Tada･ Depart me nt of Neurosu rge ry, Scho ol of Med
icin e, Kana za w aUniv e rslty, Ka na za wa 920-8640
- J･ Juz e n
Med Soc. , 109,99
- 109(2 00)
Key words cerebral ischemia, mitochondria, aPOPtOSis, n e CrOSis
T he pr e sent study w a sperfo rm ed to cla rify theinv oIvem e n t ofthe mito cho n
drial apoptotic c asc ade in ischemic
hippoca mpal C A lne u ron alde ath ofpn m ates･
Expres sio ns of ca spas e
-3, Ca SPaS e
-9 and cytochrom e c wer ee x amined by
im mu nohisto chemistry a ndim m un oblottlngin the hip poca mpalC A Is e ctor undergol ng1 8min transientglob al isc
he mia･ By
im mun ohistochemistry, C a SPa Se
-9, CytOChrom ec and a ctiv e
-Ca SPaS e
r3 im m u nor e activities w ere co nfirmed speCi 丘callyin the
cAl n e ur ons at 2 4 hr afte rische miat By T U N E Lstaining, m 年IO rlty Ofthe C A lne u rons wasim munopositi
ve at72 hr after
ischemia. Byim mu n oblot study,both C A Ipr o
- Ca SPaSe
-9 a ndcyto chrom e c proteinle vels were slgnific an tly de creas ed at72
hr, and mito chondrialpro
- CaSPaS e
-9 and cytochrom ec w e re also de c re a sed at2 4 hr･ On the other ha nd, bo th CA land
mito chondrialpr o
- C a SPaSe-3protein wer e n o tchanged afte rische mia, Whereas caspase
-3 mRNA w asinduced at2 4and 72 hr
afterische mia. In ad dit on , faint cleav ed products r epre s entl ng the a ctive for ms w e re presentin im m un oblot st ud
ies of
caspas e
-3 and ca spa s e
L9at 2 4 hr afterischemia･ These data s tronglysuggestthat cytos olic a c cu m ulation ofcytochrohe ca nd
caspa s e
-9from mitochondriaLleadsto s eque ntiala ctivatio n ofcaspas e-9 a nd c aspase- 3, Which contri butes to delayed ne uro n al
cell deathaftertransie ntglobalischemia･
